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論　文　の　内　容　の　要　旨
目的：
　オレキシンは脳内の視床下部外側野に局在するオレキシン産生神経（オレキシン・ニューロン）で生成さ
れる神経ペプチドである。視床下部外側野は摂食行動に関与する領域であることから，発見当初は摂食行動
に関与する物質として解析された。近年，オレキシン・ニューロンの脱落がナルコレプシーという睡眠障害
を主徴とする疾患の直接原因であることが明らかになった。また，オレキシン・ニューロンは脳内の広い領
域に投射しており，睡眠覚醒調節に重要であるとされるモノアミン神経起始核へ密な投射が見られ，モノア
ミン神経系の活動を調節し，睡眠覚醒調節に関与していることが明らかになっている。オレキシン・ニュー
ロンによる投射先での様々な作用が明らかになる一方で，オレキシン・ニューロンが少数であることや，形
態学的特徴がないことなどから，オレキシン・ニューロン自体の電気生理学的解析や，その入力系の解析は
ほとんど進んでいなかった。申請者はオレキシン・ニューロンの同定を可能にするため，オレキシン・ニュー
ロン特異的に緑色蛍光タンパク質である EGFPを発現する /Orexin/EGFP/マウスを作成し，電気生理学的
解析を可能にした。
　また，カルシウム感受性タンパク質である YC2.1を発現した /Orexin/YC2.1/マウスを作成し，カルシウ
ムイメージング法により一度に複数の神経活動を記録することを可能にした。これらのトランスジェニック
マウスを用いて，オレキシン・ニューロン活動を調節する因子を同定し，睡眠覚醒調節や摂食行動調節の制
御機構を解明することを目的とした。
対象と方法：
1）オレキシン遺伝子上流 3.2kbをプロモーターとし，緑色蛍光タンパク質（EGFP）をオレキシン神経特
異的に発現する /Orexin/EGFP/トランスジェニックマウスもしくはカルシウム感受性タンパク質（YC2.1）
を発現する /Orexin/YC2.1/トランスジェニックマウスを作成した。
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2）/Orexin/EGFP/トランスジェニックマウス 3-4週齢，もしくは /Orexin/YC2.1/トランスジェニックマ
ウス 5-7週齢を用いて視床下部外側野を含む厚さ 300µmの冠状斷脳切片をビブラトームにて作成した。
<電気生理学的解析 >
/Orexin/EGFP/トランスジェニックマウス脳切片を用いて蛍光顕微鏡下でオレキシン・ニューロンを同定
し，全細胞記録法を用い神経活動を記録薬物投与の効果を調べた。
<カルシウムイメージング >
/Orexin/YC2.1/トランスジェニックマウス脳切片を用い蛍光顕微鏡下でオレキシン・ニューロンを同定し，
440DF20フィルターを用いて YC2.1を励起し，480DF30フィルターで CFPの蛍光を，また 535DF26で
YFPの蛍光を測定した。画像は 1Hzで取得し，露光時間は約 500msで行った。
結果：
1）/Orexin/YC2.1/マウスを用い，カルシウムイメージング法によりオレキシン・ニューロン活動を調節す
る因子を同定した。21種類のペプチドを細胞外に投与しその影響を検討した結果，コレシストキニンー 8S
（CCK-8S），バソプレシン，オキシトシン，ニューロテンシンがオレキシン神経の細胞内カルシウム濃度を
上昇させた。
2）電気生理学的解析から CCK-8Sによる反応は CCKA受容体選択的阻害薬で濃度依存的に抑制された。ま
た CCKB受容体選択的作動薬はほとんど作用がなかった。
3）CCK-8Sによって引き起こされる電流は細胞外ナトリウムの除去で阻害され，細胞外カルシウムの除去
で増大した。その反転電位は約 0 mVであった。この電流は非選択的陽イオンチャネルの阻害薬で濃度依存
的に抑制された。
4）カルシウムイメージングの解析から，CCK-8Sによる細胞内カルシウム濃度上昇は非選択的陽イオンチャ
ネルの阻害薬で濃度依存的に抑制された。
5） -60 mVの膜電位固定下において，CCK-8Sによる細胞内カルシウム濃度上昇はほとんど観察されなかった。
考察：
　本研究により，オレキシン神経は CCK-8S，ニューロテンシン，バソプレシン，オキシトシンにより活性
化されることが明らかになり，これらのペプチドが睡眠覚醒調節に関与している可能性が考えられる。また，
カルシウム感受性タンパク質の YC2.1をオレキシン神経特異的に発現したマウスはオレキシン神経の調節
因子の同定に有用であると考えられる。
　CCK-8Sの反応は CCKA受容体阻害薬で阻害薬濃度依存的に阻害され，また，CCKB受容体作動薬では反
応は見られなかった。また，オレキシン神経細胞上に CCKA受容体が発現していることを免疫組織化学的
解析により確認しており，CCK-8Sによる作用は CCKA受容体を介していると考えられる。
　CCK-8Sによる活性化は細胞外液の Na除去により，ほぼ消失し，細胞外の Caの除去で増大した。またこ
の電流の反転電位はおよそ 0 mVであったため，非選択的陽イオンチャネルの関与が考えられた。
　電位依存性カルシウムチャネルの阻害薬で，細胞内カルシウムイオン濃度の上昇の持続時間は抑制された
が，カルシウム濃度上昇のピーク値は変化なかった。一方，非選択的陽イオンチャネルの阻害薬でカルシウ
ム濃度上昇が抑制されたことから，細胞内カルシウム濃度上昇に非選択的陽イオンチャネルの関与が示唆さ
れた。
　CCK-8S，バソプレシン，オキシトシンは脳内に広く発現しており，扁桃体での発現も確認されているこ
とから，これらが情動による睡眠覚醒調節に関与している可能性が示唆された。
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結論：
　オレキシン・ニューロンは CCK-8Sにより CCKA受容体を介し非選択的陽イオンチャネルを開口するこ
とによって活性化される。オレキシン・ニューロンの機能から考え，CCK-8Sは睡眠・覚醒あるいは食欲調
節に関わる。
審　査　の　結　果　の　要　旨
　本研究はオレキシン・ニューロン特異的に YC2.1を発現するトランスジェニックマウスから取り出した
脳スライス標本を用いて，オレキシン・ニューロンを調節する因子の同定を行い，その調節因子の一つであ
る CCK-8Sの作用機序の解析を EGFPを発現するトランスジェニックマウスを用いたスライスパッチクラン
プ法および YC2.1を発現するマウスを用いたカルシウムイメージング法にて解析した研究である。オレキ
シン神経の調節因子として，CCK-8S，ニューロテンシン，バソプレシン，オキシトシンを明らかにし，ま
た CCK-8Sは CCKA受容体を介してオレキシン神経を活性化すること，また，CCK-8Sによる細胞内カルシ
ウム濃度上昇には非選択的陽イオンチャネルが関与していることを明らかにした。オレキシン神経の調節因
子を解明することにより，睡眠覚醒調節の制御機構の解明に重要な知見を与えるものであり，価値ある研究
と考えられる。
　よって，著者は博士（医学）の学位を受けるに十分な資格を有するものと認める。
